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Resumo
A tecnologia de isolamento de protoplastos é uma importante ferramenta para estudos da bioquímica e fisiologia da 
membrana plasmática e regeneração da parede celular. Protoplastos de laranja “Caipira” (Citrus sinensis l. osbeck) foram 
enzimaticamente isolados a partir de células em suspensão e posteriormente cultivados em meio líquido. este trabalho 
teve por objetivo avaliar a viabilidade de protoplastos de laranja “Caipira” recém isolados por meio do corante Diacetato 
de Fluoresceína (FDA), em que se observou 95% de protoplastos fluorescendo. Por intermédio da técnica de microscopia 
eletrônica de varredura, observou-se protoplastos recém isolados da variedade laranja “Caipira”. Utilizou-se o corante 
Calcofluor White (CFW) para visualizar a parede celular regenerada em protoplastos com oito dias de cultivo da mesma 
variedade citada, em que se observou a presença de parede celular por meio de um anel azulado de intensa fluorescência.
Palavras-chave: Protoplastos. Cultura de células. Microscopia de fluorescência e varredura. Citrus. 
Fluorescence and scanning electron microscopy of citrus sinensis protoplasts
Abstract
The technology of protoplasts isolation is an important tool for studies of plasmatic membrane biochemistry and physiology and cell wall regeneration. 
Protoplasts of “Caipira” sweet orange (Citrus sinensis L. Osbeck) were enzymatically isolated from cells in suspension and subsequently cultured 
in liquid medium. This study aimed to evaluate the viability of protoplasts of “Caipira” sweet orange freshly isolated by the Fluorescein Diacetate 
(FDA) stain, which showed 95% of fluorescing protoplasts. Through the technique of scanning electron microscopy, it was observed protoplasts of 
“Caipira” sweet orange freshly isolated. It was used Calcofluor White (CFW) fluorescent stain to visualize the cell wall regenerated protoplasts 
after 8 days following culture of the above-mentioned variety, wherein was observed the cell wall through a bright blue ring intense fluorescence.
Keywords: Protoplasts. Cell culture. Fluorescence and scanning electron microscopy. Citrus.
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1 INTRODUÇÃO
Como os protoplastos são desprovidos de parede celular, eles são muito úteis para o estudo 
do papel da membrana plasmática no processo de fusão de protoplastos, biossíntese de celulose e 
regeneração da parede celular com a deposição de microfibras de celulose (PhANSIRI et al., 1992).
o laboratório de Biotecnologia vegetal do Centro de energia Nuclear na Agricultura – 
Universidade de São Paulo (CeNA/USP) vem trabalhando há mais de 10 anos em experimentos de 
isolamento, cultura e fusão de protoplastos, visando ao aperfeiçoamento de Citrus. trabalhos de fusão 
de protoplastos têm sido de grande importância para o melhoramento de variedades de Citrus, em 
razão das características da biologia reprodutiva desse gênero e seus parentais, como esterilidade de 
pólen e óvulo, longa fase juvenil, incompatibilidade sexual, poliembrionia nucelar e alta heterozigose 
(vARDI; SPIeGel-RoY; GAlUN, 1974; vARDI, 1981; vARDI; SPIeGel-RoY, 1982; lING; 
NIto; IWAMASA, 1989; vARDI; GAlUN, 1989; GRoSSeR; GMItteR JUNIoR, 1990b; 
Mello-FARIAS, 2005) que dificultam a obtenção de resultados promissores em programas de 
aprimoramento convencional. o sucesso no isolamento de protoplastos depende basicamente das 
condições do tecido e da combinação de enzimas utilizadas (GleDDIe, 1995; Mello-FARIAS, 
2005).
Com o objetivo de avaliar o protocolo de isolamento e cultura de protoplastos utilizado por 
Grosser e Gmitter Junior. (1990b), para variedades cítricas brasileiras, foram feitos testes de viabilidade 
de protoplastos recém isolados por meio de Diacetato de Fluoresceína (FDA) e protoplastos cultivados 
por oito dias por meio de Calcoflúor White (CFW). 
o avanço da cultura de tecidos de plantas tem propiciado muitas técnicas para conservação, 
propagação e aperfeiçoamento genético de plantas terrestres comercialmente importantes (KARthA, 
1985; PollARD; WAlKeR, 1990). Nesse contexto, os protoplastos são um material experimental 
com grande potencial para múltiplas manipulações in vitro (PASZKoWSKI et al., 1992; PUIte, 1992; 
Mello-FARIAS, 2005), e para o entendimento dos processos celulares e moleculares, incluindo 
aqueles envolvidos na tolerância ao estresse ambiental (PotRYKUS; ShIllIto, 1988; PUIte, 
1992; Mello-FARIAS, 2005). o conhecimento dos mecanismos ecofisiológicos envolvidos na 
resistência ao estresse pode auxiliar na formulação de estratégias do manejo de plantas. 
Protoplastos isolados têm sido utilizados com sucesso para o estudo do mecanismo de transporte 
de íons na membrana plasmática de Zostera muelleri (GARRIl; tYeRMAN; FINDlAY, 1994). 
teoricamente, não há razões para que algumas técnicas não sejam estendidas para outras espécies. 
o presente estudo foi realizado com a finalidade de fornecer um protocolo aprimorado, para 
produzir protoplastos viáveis de laranja “Caipira” (Citrus sinensis l. osbeck), com regeneração da 
parede celular, para posteriores estudos fisiológicos e bioquímicos, e para o desenvolvimento de um 
sistema de regeneração mais eficiente para citros. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS
2.1 MAteRIAl BotÂNICo
Foram utilizados protoplastos recém isolados a partir de cultura de células em suspensão, da 
variedade laranja “Caipira” (Citrus sinensis l. osbeck). As culturas de células em suspensão foram 
obtidas a partir de calos nucelares e mantidas sob agitação de 100 rpm, no escuro e sob temperatura de 
27 ± 2oC. o subcultivo em meio líquido foi realizado a cada 14 dias, onde se recolheu em torno de 1 g 
de células em suspensão e se cultivou em novo meio líquido eMe. os protoplastos foram observados 
durante o isolamento, cultivo e experimentos de fluorescência por meio do microscópio invertido 
Zeiss, modelo Axiovert 200. 
2.2 ISolAMeNto De PRotoPlAStoS 
Foi realizado por meio da utilização de solução enzimática, constituída por Manitol (0,7 M), 
CaCl2 (24,5 mM), Nah2Po4 (0,92 mM), M.e.S. (6,15 mM), 1% Celulase onozuka R.S. (Yakult), 
1% Macerase (Yakult honsha) e 0,2% Pectoliase Y-23 (Seishin), ph 5,6. o isolamento foi realizado 
utilizando-se 2 ml de solução enzimática por 500 mg de células em suspensão, diluindo-se em 2 ml 
de meio de cultura Bh3 0,7 M (MoURÃo-FIlho, 1995). esse procedimento ocorreu por agitação 
a 40 rpm, durante 16 horas no escuro a 27 ± 1oC. 
2.3 PURIFICAÇÃo De PRotoPlAStoS 
Após o isolamento, passou-se a solução contendo os protoplastos por uma membrana de nylon 
de 50 µm com o objetivo de remover células não digeridas e restos de parede celular. A solução filtrada 
foi colocada em tubo e centrifugada a 100 g por 5 min. Removeu-se o sobrenadante com pipeta de 
Pasteur. Ressuspendeu-se cuidadosamente o “pellet” em 5 ml de solução CPW com 25% de sacarose 
(GRoSSeR; GMItteR JUNIoR, 1990a). Sobre a solução de sacarose com protoplastos adicionou-
se vagarosamente 2 ml de solução de CPW com 13% de manitol. Centrifugou-se por 6 min a 100 g, 
sem freio. Após a centrifugação formou-se uma banda entre as duas soluções contendo protoplastos 
purificados. Cuidadosamente, removeram-se os protoplastos da interface sacarose-manitol com o 
auxílio de uma pipeta de Pasteur e colocou-se em tubo de centrífuga, com aproximadamente 2 ml 
de meio de cultura Bh3 0,7 M. Centrifugou-se por 5 min a 100 g. Após, retirou-se o sobrenadante 
e colocou-se meio de cultura Bh3 de forma a obter uma solução com alta densidade de protoplastos 
(5 x 106). 
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2.4 teSte De vIABIlIDADe De PRotoPlAStoS PoR MeIo De DIACetAto De
FlUoReSCeÍNA (FDA) 
A solução estoque de FDA foi preparada de acordo com evans e Bravo (1983); Power et al. 
(1989); Carneiro e Conroi (1990), em que se adicionou 5 mg de FDA por ml de acetona. Colocou-se 
uma gota da solução estoque em 10 ml de meio de cultura CPW com 13% de manitol. Misturaram-
se volumes iguais de solução de FDA com uma suspensão densa de protoplastos em meio de cultura. 
Após 5 min, examinou-se o material em microscópio invertido sob luz ultravioleta. 
2.5 CUltIvo e ReGeNeRAÇÃo De PRotoPlAStoS
 
 Protoplastos purificados foram cultivados na densidade de 2 x 105 protoplastos.ml-1 em meio 
de cultura eMe 0,7 M em ausência de luz, a 25 ± 1°C (GRoSSeR; GMItteR JUNIoR, 1990a). 
Aos 30 dias de cultivo, iniciou-se a redução da pressão osmótica, adicionando-se 10 a 12 gotas do 
meio de cultura 1:1:1 (v:v:v), 1 parte de Bh3 0,6 M, 1 parte de eMe 0,6 M e 1 parte de eMe 0,146 
M, transferindo-se a cultura para baixa iluminação. em subcultivos posteriores (a cada 20 a 30 dias), 
quando a cultura de protoplastos já estava mais vigorosa, formando microcalos, adicionaram-se às 
microcolônias o meio de cultura 1:2 (v:v), o qual é composto por 1 parte do meio de cultura Bh3 
0,6 M e 2 partes de eMe 0,146 M. Aos 90 dias de cultivo, foi avaliado o número de microcalos com 
1-2 mm de diâmetro, transferindo-os para placa de Petri (100 x 15 mm), contendo o meio de cultura 
semissólido eMe suplementado com 25 g.l-1 de sacarose, a qual foi dividida em 8 campos, para facilitar 
a contagem das colônias. o delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, com 
três repetições, sendo cada repetição constituída por uma placa de isolamento. 
2.6 MICRoSCoPIA eletRÔNICA De vARReDURA 
De acordo com Fowke (1995), é importante que os protoplastos sejam mantidos sempre 
cobertos com líquido em todas as etapas do procedimento. A estrutura celular é destruída se ocorrer 
desidratação. Foi utilizado o microscópio eletrônico de varredura da marca Zeiss, modelo DSM 
940A. 
2.6.1 Fixação
 Fixaram-se pequenas amostras de aproximadamente 1 mm3 em 3% de glutaraldeído dissolvido 
em tampão cacodilato de sódio 0,05 M com ph 7,2 por uma hora à temperatura ambiente. 
Protoplastos vegetais em suspensão foram fixados por intermédio de centrifugação a 100 g em 
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meio de cultura com potencial osmótico apropriado em solução de glutaraldeído 3%. o glutaraldeído 
foi diluído em meio de cultura e sua concentração final foi de 1%. trocou-se o fixador por glutaraldeído 
3% no mesmo tampão por duas horas à temperatura ambiente. trocou-se o fixador por tampão 0,05 
M colocando-se em gelo. Repetiu-se esse procedimento por três vezes no período de 1 a 12 horas, a 
0 oC. Fixou-se posteriormente em 1% de “oso4” no mesmo tampão à temperatura ambiente durante 
o período da noite, a 0 oC. enxaguou-se duas vezes com água destilada por mais de 30 min a 0 oC. 
os protoplastos fixados foram aderidos a uma lamínula de vidro que se encaixa no aparelho Secador 
de Ponto Crítico. As lamínulas foram preparadas pingando-se 1 gota de poly-l-lysine (1 mg/ml), 
enxaguadas em água destilada e secadas à temperatura ambiente. Colocou-se 1 gota de suspensão de 
protoplastos na lamínula, esperou-se 5 a 10 min, removeu-se o excesso de suspensão e mergulharam-
se as lamínulas em água destilada. 
2.6.2 Desidratação e Secagem 
transferiram-se as amostras gradualmente para álcool absoluto com aumentos de 10%, a cada 
15 min e deixou-se por 2 horas a 0 oC com duas trocas. transferiu-se o material para pequenos 
recipientes porosos à temperatura ambiente. Secou-se no aparelho Secador de Ponto Crítico, de 
acordo com Fowke (1995). 
2.6.3 Montagem do Material para Microscopia Eletrônica 
Colocaram-se as lamínulas em pequenos suportes de alumínio usando fita adesiva de dupla 
face. Cobriu-se o material com ouro por meio do aparelho Metalizador e examinaram-se as amostras 
no microscópio eletrônico de varredura. 
2.7 teSte PARA vISUAlIZAÇÃo DA PAReDe CelUlAR PoR MeIo De CAlCoFlÚoR
      WhIte (CFW) 
A solução estoque foi preparada segundo Power et al. (1989), pela adição de 0,1% (p/v) de CFW 
em 0,4 M de sorbitol. Adicionou-se uma gota da solução estoque a uma gota de protoplastos em meio 
de cultura. esperou-se 1 min e observou-se em microscópio invertido sob luz ultravioleta. 
 
3 RESULTADOS E DISCUSSÃO
Após o período de 16 horas de incubação, uma grande quantidade de protoplastos foi obtida 
a partir de células em suspensão da variedade laranja “Caipira” (Citrus sinensis l. osbeck), quando, 
então, foram purificados. Foi constatada uma alta eficiência no isolamento de protoplastos, 95% de 
células viáveis, como pode ser observado na Fotografia 1.
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Um dos testes mais frequentemente utilizados para se estimar a viabilidade de protoplastos é 
com o uso de Diacetato de Fluoresceína (FDA), de acordo com Bengochea e Dodds (1987).
Sendo este um composto não fluorescente (PoWeR et al., 1989), ele passa livremente através 
da membrana plasmática, porém, somente em protoplastos vivos as moléculas são liberadas pela ação 
de esterases (AMANo et al., 2003). Normalmente, sob observação em microscópio de fluorescência, 
as células viáveis com intensa fluorescência são contadas em relação ao número total de células, dessa 
forma é determinada a taxa de células viáveis.
A clivagem resulta na liberação da fluorescência que é retida somente em protoplastos com 
a membrana intacta. Por estarem metabolicamente ativos, portanto viáveis, os protoplastos são 
visualizados com luz ultravioleta pela fluorescência de coloração verde acumulada na membrana 
(PoWeR et al., 1989). 
Com o objetivo de avaliar a viabilidade dos protoplastos isolados, utilizou-se a técnica do 
corante FDA e verificou-se uma alta porcentagem de protoplastos viáveis, como pode ser visto na 
Fotografia 2, que mostra aproximadamente 95% dos protoplastos fluorescentes. 
Fotografia 1: 
Protoplastos isolados e 
purificados de laranja 
“Caipira” (20x) (barra = 
10µm)
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Por meio da utilização de microscopia eletrônica de varredura, foram observados os protoplastos 
recém isolados da variedade laranja “Caipira”, conforme Fotografia 3. Protoplastos recém isolados 
apresentam uma superfície aparentemente regular, com apenas poucas e pequenas projeções. Na 
referida Fotografia, observa-se a ausência de parede celular e tampouco se detecta algum material 
fibrilar. Phansiri et al. (1992) também observaram resultados semelhantes em microscopia eletrônica 
de varredura realizada em protoplastos de soja. 
  
Fotografia 2: 
Protoplastos de laranja 
“Caipira” após tratamento com 
FDA, sob luz ultravioleta (20x) 
(barra = 10µm)
Fotografia 3: 
Protoplastos recém isolados de 
laranja “Caipira”, observados em 
microscópio eletrônico de varre-
dura (100x) (barra = 10µm)
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os protoplastos começam a regenerar nova parede celular dentro de poucas horas após o 
isolamento, entretanto, leva vários dias para completar a biossíntese da parede. esses eventos iniciais 
ocorrem na superfície do plasmalema e podem ser observados microscopicamente pelo uso de 
Calcofluor White (CFW). esse corante branco liga-se à parede do material e torna-se de coloração 
azul fluorescente sob luz ultravioleta (PoWeR et al., 1989; DoDDS; RoBeRtS, 1995, PhANSIRI 
et al., 1992). o CFW liga-se aos glicosídeos por meio de β-ligações em paredes celulares recentemente 
sintetizadas (evANS; BRAvo, 1983). 
No presente trabalho, observou-se alta eficiência do corante Calcofluor White na visualização 
da regeneração da parede celular de protoplastos isolados da variedade laranja “Caipira” (Citrus sinensis 
l. osbeck) e cultivados por oito dias (Fotografia 4), como também foi observado por Nagata e takebe 
(1970), trabalhando com protoplastos de mesófilo de tabaco.  
4 CONCLUSÃO
A solução enzimática constituída por Manitol (0,7 M), CaCl2 (24,5 mM), Nah2Po4 (0,92 
mM), M.e.S. (6,15 mM), Celulase (onozuka R.S. 1%), Macerase (1%) e Pectoliase Y-23 (0,2%), foi 
eficiente na digestão da parede celular dos protoplastos de citros.
Por meio de Diacetato de Fluoresceína (FDA) verificou-se que 95% dos protoplastos obtidos 
eram viáveis.
o protocolo utilizado na preparação dos protoplastos de citros para serem observados no 
microscópio eletrônico de varredura foi eficiente para se observar as células desprovidas de parede 
celular.
Além disso, observou-se que a técnica de regeneração da parede celular utilizada foi eficiente e 
por meio do corante Calcofluor White (CFW) constatou-se a renegeração da parede celular após oito 
dias do isolamento de protoplastos.
Fotografia 4: 
Células de laranja “Caipira” tratadas 
com o corante Calcofluor White, sob luz 
ultravioleta, oito dias após a remoção da 
parede celular (10x) (barra = 10µm)
A Fotografia 4 ilustra também um 
agrupamento de células em processo de 
divisão celular, formando pequenas colônias 
celulares. 
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